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O (57) Abstract: According to the inventive method for detecting fluorescence phenomena in a microscope, the sample is irradiated 

Owith a modulated and/or pulsed laser light source and the fluorescence is detected in at least two different phase positions of the 
w detector. 
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Verfahren zur Erfassung von Fluoreszenzerscheinungen in einem Mikroskop 

Das dargestellte Verfahren betrifft die konfokale und die 2-Photonen- 
Fiuoreszenzmikroskopie [Goeppert][Wilson]. Beide Verfahren werden als bekannt 
vorausgesetzt. 

Sowohl die konfokale Fiuoreszenzmikroskopie als auch die 2-Photonen - 
Mikroskopie werden mit dem unten dargestellten Verfahren dahingehend 
verandert, dafi ein zusatzlicher Kontrastparameter moglich wird: die Fluoreszenz- 
Lebensdauer. 

Zeitaufgeloste Fluoreszenz bzw. die Nutzung der Lebensdauer als 
Kontrastparameter in der konfokalen/2-Photonen-Mikroskopie kann auf zwei 
verschiedene Arten durchgefiihrt werden -durch die Detektion im Zeit-Raunn 
(time-doamin detection) und die Detektion im Frequenz-Raum (frequency-domain 
detection). 

Bei der Time-domain Detektion [Wabnitz] [Grobler] wird eine Fluoreszierende 
Probe mittels gepulster Lichtquelle zur Fluoreszenz angeregt und die Fluoreszenz- 
Emission entweder mittels Zeitkorrelierter Einzel-Photonenzahlung (Time- 
Correlated-Single-Photon Counting, TCSPC) [Muller] [Han] oder Detektion mittels 
Verstarkungs-Zeitfenster im Detektor (Time-gated detection) [Schbg] [Cubeddu]] 
[Dowling] zeitaufgelost detektiert. 

Bei der Detektion im Frequenzraum wird eine fluoreszierende Probe/Praparat 

mit einer aktiv modulierten oder auch (z.B. passiv modengekoppelten) gepulsten 

Lichtquelle angeregt. Da jede beliebige Modulation der Anregung durch eine 

Fourieranalyse in sinusformige Komponenten zerfallt, genugt die Betrachtung 

einer sinusformigen Anregung. Die Detektion im Frequenz-Raum beruht auf der 

Verzogerung der Fluoreszenzemission urn eine Phase f und einer Anderung der 

Modulationstiefe M verglichen mit dem Anregungslicht in Abhangigkeit von der 

Modulationsfrequenz co (=2 71 f mo d ) und der Lebensdauer x. 
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Das resultierende Fluoreszenz-Signal oszilliert mit der Modulationsfrequenz, ist 
aber phasenverschoben und demoduliert. Fur typische Fluoreszenz-Lebensdauern 
im Bereich x = 1 ...10 ns sind Modulationsfrequenzen im Bereic+h f m0 d = 
10. ..100MHz ausreichend. 

Da es im allgemeinen nicht sinnvoll ist das Fluoreszenzsignal bei solch hohen 
Modulationsfrequenzen abzutasten, verwendet man einen Frequenz- 
Mischungsprozell zur Erfassung des Signals. Zum Mischen eignet sich z.B. jedes 
Nachweiseiement mit modulierbarer Verstarkung. 

Im wesentlichen werden zwei Vorgehensweisen unterschieden - der Homodyne 
und der Heterodyne - Nachweis. 

Urn das Prinzip zu verstehen betrachtet man allgemein zwei "Signale" S 1t S 2 (z.B. 

51 modulierte Anregung, S 2 modulierte Verstarkung). 

S x = As+A x cos{co a t + a) 

5 2 = B 0 + B x cos(<V + f3) 

Multiplikation fiihrt zu 

S X S 2 = A 0 B 0 + A 0 B l cos(w b t + (3) + B 0 A { cos(co a t + a) + 

A X B X {cos((<y c + a> b )t + (a + /?)) + cos((a? fl - w b )t + (a - £))} 

Homodyne-Nachweis 

Ist co a = (homodyne) wird durch den Mischungsprozess der "Signale" S? and S 2 
die 2te Harmonische und eine frequenzunabhangige Komponente erzeugt. Ein 
Tiefpassfilter fuhrt zur Unterdruckung der Komponenten bei oo a and 2 co a . Nur der 
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DC-Untergrund und die phasenabhangige DC-Komponente wird detektiert. Das 
mittels Tiefpass (LP= LowPass) gefilterte Signal lasst sich schreiben als 

LP(S 1 S 2 ) = A 0 B 0 + A X B X cos(a -/?) (5) 

Bei der homodyne Detektion wird dieses frequenzunabMangige (DC-) Signal bei 
mehreren relativen Phasen detektiert. Urn die Fiuoreszenz Lebensdauer zu 
messen, sind mindestens 3 verschiedene Phasenstellungen notwendig. Bereits 
mit zwei relativen Phasenstellungen kann die durch die Fluoreszenz-Lebensdauer 
induzierte Phasenverschiebung bzw. die Demodulation als Kontrastparameter 
genutzt werden. [Clegg]. 

Heterodyne-Nachweis - Kreuzkorrelation 

1st o&b =co a +Dw (heterodyne), dann wird durch den Mischungsprozess ein 
hochfrequentes Signal bei der Summenfrequenz und ein Signal bei der 
Kreuzkorrelationsfrequenz Aco erzeugt. Durch einen Tiefpassfilter werden wieder 
die Hochfrequenzkomponenten unterdruckt. 

LP(S 1 S 2 ) = A 0 B Q + cos(Aco t + a-fi) (6) 

Bei dem Heterodynenachweis wird die Differenzfrequenz Aoo detektiert. Phasenlage 
und Modulationstiefe des Signals bei der Differenzfrequenz ermoglichen die 
Bestimmung der Lebensdauer. Typische Kreuzkorrelationsfrequenzen liegen im 
Bereich von einigen Hz bis zu etwa 100kHz. 

Eine umfassendere Darstellung der Heterodyne-Technik findet man in 
Veroffentlichungen von E. Gratton et al. [Gratton][Gratton2] 

Sowohl bei der homodyne als auch bei der heterodyne Detektion wird die 
hochfrequente Anderung gleichsam auf den niederfrequenteh Frequenzbereich 
gespiegelt. 
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Bei Multiexponentiellem Abklingverhalten der Fluoreszenzemission sind die aus 
der Modulationstiefe und Phasenverschiebung bestimmten Lebensdauern 
unterschiedlich. Zur prazisen Messung der Lebensdauer muss deshalb die 
Anregungsfrequenz variiert werden [Gratton2], 

Soil hingegen die Lebensdauer z.B. in einem bildgebenden Verfahren als 
Kontrastparameter genutzt werden, ist dies im allgemeinen nicht erforderlich. 
Haufig genugt z.B. die Darstellung der Phasenverschiebung bzw. Demodulation 
durch die Lebensdauer bzw. die damit berechneten Lebensdauern bei einer festen 
Modulationsfrequenz. 

1.1 Confocal lifetime imaging, homodyne 

Der konfokale Aufbau eines LSM wird zur Lebensdauerabbildung dahingehend 
verandert, dafi 

• die Anregunglichtquelle moduliert wird oder eine Pulslaser eingesetzt wird 

• die Verstarkung des Detektors (z.B. PMT) moduliert wird. 

• ein elektronischer Phasenschieber eingesetzt wird, der die Einstellung der 
relativen Phasenlage von Lichtanregung und Detektion erlaubt. Das Schema 
mit den verwendeten Komponenten ist in Abbildung 1 dargestellt. 

Realisierung 1: 

Mittels eines Synthesizers S getrieben durch einen Quarzkristall werden RF- 
Frequenzen im Bereich 10-100 MHz erzeugt. Der Ausgang des Synthesizers S 
wird einerseits uber eine geschirmte Hochfrequenzleitung (z.B. uber ein BNC 
Kabel) mit einem Phaseshifter/ Amplifier PA verbunden. Der Phaseshifter / 
Amplifier verstarkt einerseits das hochfrequente Eingangssignal des Synthesizers 
- in der dargestellten Realisierung auf eine Leistung von ca. 1.5W bei einem 
Widerstand von 50 W . Des weiteren kann mit dem PA die Phasenlage des 
verstarkten RF Signals variiert werden. Gber eine Steuerleitung kann die relative- 
Phase des PA digital eingestellt werden - z.B. durch eine Ansteuerung uber eine 
serielle Schnittstelle eines PC. Das verstarkte RF-Signal wird einem 
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modulierbaren PMT-z.B. dem PMT-Modul (H 6573) der Firma Hamamatsu 1 - 
zugefiihrt. Die verstarkte RF-Spannung (etwa 25 V pp / 50 W ) wird im PMT zur 2. 
Dynode gefuhrt und zur Modulation der Verstarkung des PMT benutzt. Zur 
Erzeugung eines definierten Tiefpafcfilters kann das Ausgangssignal des PMT's 
mittels handelsublichem Low-Pass (LP) Filter geglattet werden. Die 3dB 
Grenzfrequenz f g des LP Filters ist dabei so zu wahlen, dafi 

1/Pixel-Dwelltime « f g « f laser 

mit f Lase r = Laser-Modulationsfrequenz. Das so gefilterte Signal wird der Standard 
Detektionselektronik des LRM zugefuhrt. (zum Verstandnis: prinzipiell z.B. einem 
ADC (Analog Digital Converter) der mit den xy- Scannern des LRM synchronisiert 
wird.) 

Ein zweiter identischer Ausgang des Synthesizers S wird mit der 
Steuerungselektronik des Lichtmodulators M ebenfalls uber eine 
Hochfrequenzleitung verbunden. Als Modulator kann beispielsweise ein 
akustooptischen Modulator im Laserstrahlengang (oder auch ein elektrooptischer 
Modulator) verwendet werden. Der Lichtmodulator ist Bestandteil des 
Lasermoduls des konfokalen Laser-Raster-Mikroskops. Durch einen solchen 
Aufbau kann die relative Phasenlage von PA und Lichtmodulator M variiert 
werden. Die Frequenzen fur M zur Modulation des Laserlichts und der PMT 
Verstarkungsspannung sind gleich. Die Phasenlage ist im allgemeinen 
unterschiedlich. Mindestens die Phase eines RF-Ausgangs ist digital in etwa 1° 
Schritten einstellbar. In dem in Abbildung 1 dargestellten Fall wird die Phase der 
PMT Modulationsspannung durch den Phasenschieber in PA variiert. 

Beschreibung der Funktionsweise und der damit verbundenen Vorteile der 
dargestellten Methode. 

Mittels des ublichen LSM-Aufbaus wird das Licht der modulierten/gepulsten 
Laserlichtquelle uber die Scanspiegel und der LSM-Scanoptik in die Objektebene 
fokussiert. Die Fluoreszenz wird wie beim konfokalen Zeiss LSM510 in 


1 Eine detailiiertere Darstellung der Funktionsweise ist als "Technical Information" zum H6573 der Fa. 
Hamamatsu erhaltlich. 
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Reflektionsrichtung uber Farbteiler, Fokussierlinse etc. auf das Detektionspinhole 
fokussiert. Durch rasterformige Bewegung des Laserfokus uber die Objektebene und 
synchronisierter Detektion im - jetzt modulierten - PMT entsteht ein konfokales Abbild 
der Objektebene. Durch die Verwendung der homodyne Technik ist das PMT Signal 
am Ausgang des LP-Fi!ters (Abbildung 1) ein DC-Signal, das nur in Abhangigkeit der 
LaserSpot Position (Pixel) variiert; Durch Wiederholen des Scanvorgangs bei 
mehreren unterschiediichen relativen Phasen von Lichtmodulator und 
Detektormodulation wird die Detektion des Fluoreszenz-Lebensdauerkontrasts bzw. 
die Messung der Fluoreszenz-Lebensdauer moglich. Der wesentliche Vorteil besteht 
darin, dafi die ubliche Datenaufnahmeeinheit des LRM verwendet werden kann. Die 
Berechnung des Lebensdauerkontrasts geschieht Bildweise. 

Bildaufnahme zur Erzeugung des Lebensdauerkonrasts in einer konfokalen 
mikroskopischen Abbildung bzw. zur Darstellung der konfokalen 
Lebensdauerverteiiung von Farbstoffen. 

• In einem ersten Schritt wird in der hier dargestellten Realisierung eine erste 
Phase des PMT-Detektors digital eingestellt. Die Einstellung geschieht wie oben 
dargestellt mit dem elektronischen Phasenschieber/Amplifier PA und das 
resultierende DC-Signal des PMT's (nach ublicher Strom-Spannungswandiung 
und Analog - Digital- Wandlung ) synchron mit dem Scanner mitteis ublicher 
(LSM-) Auswertelektronik registriert und mitteis eines Speichermediums im PC 
gespeichert. 

• In mindestens einem zweiten Schritt wird das Vorgehen mit einer zweiten 
unterschiediichen relativen Phasenlage wiederholt. 

Mitteis eines z.B. Computerbildschirms werden wahlweise die mindestens zwei 
digitalen Bilder ohne weitere Berechnung dargestellt. 

Zur Darstellung werden auch die mit den nachfolgenden Algorithmen erzeugten 
Bilder auf dem Bildschirm dargestellt (Fourierentwicklung) 
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Die Fourierentwicklung ist gegeben durch 

l(<p + <p T ) = a 0 +a r sm(<p) + b x • cos(^) (7) 

Mit der Fluoreszenzintensitat eines Pixels / und den entsprechenden 
Fourierkoefrizienien So, £7. 

Dabei sind a 0 , a 1f b 0 die Fourierkoeffizienten (per Pixel), A/>= 2 die Anzahl der 
gespeicherten Phasenbilder (bzw. Pixelintensitaten) l=l((f>) 
Die Modulationstiefe M T und die Phasenverschiebung durch die Lebensdauer <J> X 
konnen durch die Fourierkoeffizienten ausgedruckt werden. 


M = ^ = . (9) 


<P T =-h-£=<DT (10) 

Die Modulationstiefe Mwird pixelweise berechnet. M=M(iJ) = Mg. (ij, Pixelindices). 
Ebenso die Phasenverschiebung $ = <j> (ij)- <j> g 

Dargestellt wird auf dem Monitor das so pixelweise berechnete Abbild der 
Modulationstiefe Mg und die Phasenverschiebung ^ ,y. 

Eine weitere Darstellungsart ist die x - Abbildung, d.h. die durch Auflosung 
Gleichungen (9) bzw. (10) nach t berechneten Lebensdauern x(M) u bzw. 
[Clegg] 
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r(jl/) = l.JX 
w V M 


-1 


(11) 


*■(?) = — tan (p) 


(12) 


CO 


M bzw (j) werden uber Gleichung (9) bzw. (10) und die mit Gleichung (8) 
bestimmten Fourierkoeffizienten ao, a<i, bi berechnet. 
Zur Erhohung der Genauigkeit bei der Bestimmung der Phase konnen auch 
optimierte Algorithmen verwendet werden, die in einer Arbeit von Ktichel, 
Phasenauswertung durch Faltung, 1989 dargestellt sind. 

Reaiisierung 2: 

Eine weitere Reaiisierung eines konfokalen Mikroskops mit Lebensdauerkontrast 
bzw. zur Messung der Lebendauerverteilung in einem konfokalen Schnittbild kann 
unter Verwendung von Pulslasern erfolgen. Geeignet sind z.B. Pulslaserdioden 
oder andere z.B. fs-Lasersysteme (Ti:Saphir-Laser) z.B. mit nachgeschalteter 
Frequenzkonversionseinheit (z.B. FrequenzverdopplungA/erdreifachung). 
Bei Verwendung von Pulslasern kann auf die Erzeugung der RF-Treiberfrequenz 
mittels Synthesizer verzichtet werden. Stattdessen wird z.B. ein elektronisches 
Diodensignal des Pulslasers zur Verfugung gestellt (z.B. PD-Signal Out des fs/ps 
NIR-Lasers in Abbildung 1 oder ein aquivalenter Aufbau durch 
Austauch/Erweiterung des VIS-Lasermoduls z.B. mit einem ps-Diodenlaser etc.). 
Das so erzeugte RF-Signal der (ausreichend schnellen) Photodiode ist a priori 
synchronisiert mit der Laseranregung. Das RF-Signal kann analog dem RF-Signal 
eines Synthesizers verwendet werden, d.h. es wird der Phasenschieber/Amplifier 
PA Einheit am entsprechenden Eingang (uber eine RF-Leitung) zur Verfugung 
gestellt. Das weitere Verfahren ist analog der Reaiisierung 1. Vorteilhaft ist hier 
einerseits die Verwendung einer puisformigen Lichtquelle und die damit 
einhergehende Verbesserung des Signal/Rauschverhaltnisses in einem damit 
erzeugten Lebensdauerkontrasts im Vergleich zur sinusformigen Modulation der 
Laseranregung in Reaiisierung 1 und der Verzicht auf einen Synthesizer zur 
Erzeugung der RF-Frequenz. Detektiert wird die Fluoreszenz nach einer 1- 
Photonen Anregung (linerar in der Anregungsintensitat). 
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1.2 2-Photonen Confocal lifetime imaging, homodyne 

Gegenstand dieses Kapitels ist die Kombination der 2-Photonen-Mikroskopie mit 
der Homodyne-Detektion zur Lebensdauerabbildung. 

Die Kombination von Zeit-Auflosung und 2-Photonen-Mikroskopie wurde bereits 
von Gratton mit der sogenannte Heterodyne-Technik demonstriert [So]. Bei der 
Heterodyne Technik wird ein fs-Laser zur Fluoreszenz-Anregung in einem 2- 
Photonen-Mikroskop verwendet und der PMT-Detektor mit einer leicht 
unterschiedlichen Modulationsfrequenz betrieben. Die typische Wiederholrate von 
fs-Ti:Saphir-Lasern liegt im Bereich von 80MHz. In [So] wird zur 
Verstarkungsmodulation des PMT-Detektors eine Frequenz von 80MHZ+25kHz 
verwendet. Dadurch entsteht eine Schwebung. Diese Schwebung wird mit einer 
ADC-Karte digitalisiert und abgetastet. Dadurch ist eine Pixelweise Erfassung der 
Phasenverschiebung von Anregung und Fluoreszenz moglich (Heterodyne- 
Verfahren). 

In dem hier dargestellten Aufbau wird im Unterschied zu [So] nicht pixelweise 
sondern Bildweise die Phasenverschiebung bestimmt, d.h. zuerst ein Bild bei einer 
relativen Phasenverschiebung §1 aufgenommen und gespeichert. In mindestens 
einem weiteren Schritt wird danach bei einer weiteren unterschiedlichen relativen 
Phase 4>2 ein Bild erzeugt. (Homodyne Verfahren). 

Das Berechnen der diversen Bilder zur Darstellung des Kontrasts geschieht 
analog Kapitel 1.1. 

Vorgehensweise 

Eine gefarbte oder selbst fluoreszierende Probe wird zur Fluoreszenz uber eine 
Zwei-Photonen-Absorption angeregt. Bei dem gepulsten Laser kann es sich z.B. 
urn einen Ti:Saphir Laser (auch evtl. frequenzverdoppelt, frequenzverdreifacht 
Summen oder Diffrerenz frequenzgemischt etc. ),eine ps-Laserdiode oder urn 
einen z.B. mittels AOM oder EOM pulsformig modulierten Laser handeln. Der 
physikalische Prozess ist in 1.1. eine 1-Photonenanregung in 1.2 eine 2- 
Photonenanregung (oder allgemein Multiphotonenanregung). Zur Anregung der 
Fluoreszenz in der Realisierung nach Abbildung 1 wird ein fs-Ti:Saphirlaser 
verwendet. Die Wiederholrate des fs-Lasers liegt bei etwa 80 MHz (NLO-LSM, 
Fluoreszenz-Detektion). 
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Zur Detektion wird ein modulierbarer PMT-Detektor der Fa. Hamamatsu (H6573) 
verwendet. Die sinusformige Modulationsfrequenz wird uber eine ECL- 
Logikschaltung aus einem Photodiodensignal des Lasers (fs-Mira, Fa. Coherent) 
generiert und mittels eines im Phaseshifters/Amplifiers PA integrierten RF- 
Verstarkers auf eine mittlere Leistung von 1 .5 W @ 50 W verstarkt und steht am 
Ausgang RF out des PA zur Verfugung. Die Phase des generierten Sinus (und 
damit des verstarkten Sinus) ist auf etwa 1 ° einstellbar (analog Kapitel 1 .1 ). Der 
elektronische Jitter ist < 100ps ((Abbildung 1), Phasenschieber/RF Amplifier). Mit 
dem verstarkten Sinus mit der der Laserwiederholrate entsprechenden Frequenz 
(fre P =fmod) wird die Verstarkung des PMT-Detektors moduliert. Dazu wird die 
verstarkte RF-Frequenz dem in Abbildung 1 als "RF-Modulation In" bezeichneten 
Eingangs des PMT-Moduls zur Verfugung gestellt. Der Strom am Ausgang des 
PMT-Detektors wird uber einen passiven LP-Filter geglattet oder uber eine 
Integrationsschaltung auf andere Art und Weise integriert. Das resultierende DC- 
Signal wird wieder der Detektionseinheit eines LRM zur Verfugung gestellt. 
Die weitere Datenaufnahme und Auswertung geschieht analog Kapitel 1.1. 

Der Unterschied zu 1.1 liegt darin, dafc in einem Fall ein 2-Photonen (NLO) LSM 
mit der Lebensdauerabbildung kombiniert wird - d.h. die Fluoreszenzanregung 
geschieht mit einem fs- oder ps- Pulslaser. Ein wesentlicher Unterschied besteht 
also durch die Art der Fluoreszenzanregung (hier 2 oder allgemein Mehr-Photonen 
(>2) Anregung. 

1.3 Anordnung zur phasenempfindlichen Fluoreszenzdetektion in einem 
Laser Scanning Mikroskop 

Bei einer 2 / multi Photonen-Anregung ist der Einsatz von effizienteren 
Detektionseinrichtungen aufgrund der tiefendiskrimierten Anregung moglich. Diese 
sind in der Literatur unter dem Sammelbegriff der nicht-descannten Detektion 
beschrieben. 

Dies ist schematisch in Abb.2 dargestellt, die an der Scaniinse SL und dem 
Scanner von Abb.1 ansetzt und einen mikroskopischen Strahlengang darstelit, mit 
der Probe P , der Objektivlinse OL, dem Strahlteiler ST zur Einkopplung der 
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Beleuchtung/ Auskopplung der von der Probe kommenden Strahlung sowie eine 
erste Tubuslinse TL1 . 

Ober eine zweite Tubuslinse TL2 wird in einem Detektionsstrahlengang DE mit 
einem weiteren modulierbaren PMT direkt, d.h. nicht Qber den Scanstrahlengang , 
detektiert. 

Dieser ist mit der Steuereinheit ST in Abb.1 und uber diese mit weiteren Einheiten 
in Abb.1 verbunden. 

Ein wesentlicher Nachteil dieser Detektionseinrichtungen besteht generell in der 
hoheren Raumlichtempfindlichkeit. Da das Raumiicht im allgemeinen nicht/oder 
verschieden vom Anregungslicht moduliert ist, ist der Einsatz von 
phasenempfindlichen Nachweiseinrichtungen zur Unterdruckung des Raumlichtes 
sinnvoll. Somit entfallt die aufwendige Kapselung der Detektionseinheit. 
Anordnungen bei 1 und 2 / multi Photonen-Anregung wurden bereits oben 
beschrieben und sind vollstandig auf einen phasenempfindlichen Detektor 
Qbertragbar. Jedoch besitzt beim phasenempfindlichen Nachweis das 
Referenzsignal (Anregungslicht) und das Melisignal (Fluoreszenzsignal) die 
gleiche Modulation. Fur die meist verwendeten TiSa Lasersysteme betragt diese 
Modulation 80 Mhz. Somit fmdet eine homodyne Detektion start. Zum 
phasenempfindlichen Nachweis werden beide Signale in einem Multiplikator mit 
einer festen einstellbaren Phasenbeziehung miteinander multipliziert. In einer 
vorteilhaften Anordnung fungiert als Multiplikator die erste Dynode eines 
modulierbaren Photomultipliers (H6573) . 

Das Referenzsignal wird von dem oben dargestellten Phasenschieber/ RF 
Verstarker erzeugt. Die Clock fur den Phasenschieber ist das Photodiodensignal 
des Pulslasers. Zuzsatzlich kann durch "Beaten" des Laserlichts mit einem 
optischen Modulator (AOM Oder EOM, siehe Abbildung 1 ) die durch den Pulslaser 
vorgegebene Wiederholfrequenz (Repetitionsrate) auf einen variablen Beat- 
Frequenzbereich ausgedehnt werden Die Beat-Frequenz wird durch einem 
Synthesizer mit einstellbarer Phase, der durch Triggersignale der 
Anregungslichtquelle gesteuert wird, bereitgestellt (siehe Abbildung 1 ). 
Die Phasenbeziehung zwischen Referenz- und Melisignal wird so eingestellt, dafc 
die Phasenverschiebung null betragt. Somit findet eine Demodulation der 
Mefcgrofce start. Man erhalt somit ein DC bzw. niederfrequent moduliertes 
Mefcsignal. StorgroBen wie Raumiicht sind nach dem Multiplikator jedoch stark 
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mocluliert (wie Referenzsignal ca. 80 Mhz). Durch den nachgeschalteten 
Tiefpafcfilter werden die hochmodulierten Anteile (Storgrolien) herausgefiltert und 
somit unterdruckt. Beispiel fur Tiefpa&filter ist die Nachweiselektronik eines 
herkommlichen LSM. 

Der Vorteil der beschriebenen Anordnung besteht darin, dad die Elektronik auf der 
DetektionoseitG r.ur fur Niederfrequente Signale ausgetegt werden mufc, da die 
Demodulation bereits im Photomultipier stattfindet. 
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Patentanspruche 

1. 

Verfahren zur Erfassung von Fluoreszenzerscheinungen in einem Mikroskop, 
wobei die Probe von einer modulierten und/ oder gepulsten Laserlichtquelle 
bestrahlt wird, 

und die Detektion der Fluoreszenz mindestens in zwei unterschiedlichen 

Phasenlagen des Detektors erfolgt. 

2. 

Verfahren nach Anspruch 1 , wobei fur die Phasenlagen jeweils ein Bild erzeugt 

wird 

3. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die 
erzeugten Bilder oder aus diesen Bildern berechnete Bilder auf einem Monitor 
dargestellt werden. 
4. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei Beleuchtung und Detektion uber ein Laser- Scanning - Mikroskop 
erfolgt. 
5. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei die Detektion mit einem modulierbaren PMT erfolgt. 

6. 

Verfahren zur Erfassung von Fluoreszenzerscheinungen in einem Mikroskop, 
wobei die Probe von einer modulierten und/ oder gepulsten Laserlichtquelle 
bestrahlt wird, 
wobei ein dem 

modulierten und/ oder gepulsten Laser entsprechendes Referenzsignal und ein 
einer modulierten Detektion entsprechendes Mefisignal mit einer fest 
einstellbaren Phasenbeziehung miteinander multipliziert werden und das 
Ergebnis zur bildlichen Darstellung dient. 
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7. 

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Phasenbeziehung so eingestellt, daft die 

Phasenverschiebung Null betragt . 

8. 

Verfahren nach einem der Anspruche 6 Oder 7, mit nicht descannter Detektion. 
9. 

Anwendung eines Verfahrens gemafl einem der obengenannten Anspruche 
auf die Mutiphotonen-Anregung von Fluoreszenzemission , insbesondere 
Zweiphotonenanregung 
10. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

unter Verwendung eines mittels akustooptischen Modulators (AOM) modulierten 

cw-Lasers. 

11. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
unter Verwendung eines mittels Pockelszelle modulierten cw-Lasers. 
12. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
unter Verwendung eines Pulslasers welcher zusatzlich moduliert wird. 
13. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

unter Verwendung eines Pulslasers welcher zusatzlich mittels AOM moduliert 

wird. 

14. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

unter Verwendung eines Pulslasers welcher zusatzlich mittels einer Pockelszelle 

moduliert wird. 

15. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

unter Verwendung zur Zeitauflosung von Multiphotonenprozessen wie Second 

Harmonic Generation an Oberflachen oder Zweiphotonenanregung. 

16. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
unter Verwendung eines gepulsten Near Infrared (NIR) Lasers. 
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17. 

Verfahren nach mindestens einem cler vorangehenden Anspruche, 

unter Verwendung eines gepulsten Near Infrared (NIR) Lasers mit nachfolgender 

Frequenzkonversion zur 1-Photonen-Anregung. 

18. 

Verfahren nach ir.indcstens einem der vorangehenden Anspruche, 

unter Verwendung eines gepulsten Near Infrared (NIR) Lasers mit nachfolgender 

Frequenzkonversion zur 1-Photonen Anregung von Fluoreszenz 

19. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

unter Verwendung des phasensensitiven Nachweises zur Verbesserung des 

Signal/Rausch Verhaltnisses. 
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Zusammenfassung 

Verfahren zur Erfassung von Fluoreszenzerscheinungen in einem Mikroskop, 
wobei die Probe von einer modulierten und / oder gepulsten Laserlichtquelle 
bestrahlt wird und die Detektion der Fluoreszenz mindestens in zwei 
unterschiedlichen Phasenlagen des Detektors erfolgt. 
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Internationales Aktenzeichen 


PCT/EPOO/ 11 S 2e 


Internati 
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• EUROPEAN PATENT OFFICE 
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Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts (falls gewiinscht) 
(max. 12 Zeichen) 7 405 PCT 


FeldNr. I BEZEICHNUNG DER ERFTNDUNG "Verfahren zur Erfassung von 
Fluoreszenzerscheinungen in einem Mikroskop" 


Feld Nr. U ANMELDER 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzuieben. Der 
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angegebenen Staaten 
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Bezeichnung. Bei der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
m diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes ongegeben ist.) 

GERSTNER, Volker 
Sophienstr. 30 

07743 Jena 
DE 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


DE 


Diese Person ist: 
| j nur Anmelder 

| x | Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig. ) 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


DE 


Diese Person ist Anmelder \ 1 alleBestim- 

mungsstaaten I | der Vereinigten*Staaten von Amerika 


fur folgende Staaten: 


□ 


I | alleBestimmungsstaaten mit Ausnahme 


| v I niir die Vereinigten 
L2LJ Staaten von Amerika 


j | die im Zusatzfeld 


angegebenen Staaten 


| 1 Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANS CHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit besteUt^ist bestellt worden, urn fur den (die) Anmelder | 1 A , i 1 gemeinsamer 

vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: l_l Anwalt LJ Vertreter 

Name und Anschnft: (Familienname, Vorname;. bei juristischen Personenvolbtimdige amtliche Bezeichnung 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. ) 

Carl Zeiss Jena GmbH 
Carl-Zeiss-Promenade 10 

07745 Jena 
DE 

Telefonnr.: 

(03641) 64-2400 

Telefaxnr.: 

(03641) 64-2469 

Femschreibnr.: 

331545 


□ Dieses Kastchen ist anzukxeuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und start dessen im obi*en Feld 
erne spezielle Zustellanschnft angegeben ist. ° 
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Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 


UO/J 1626 


BlattNr. .2. 


Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/QDER- (WEITERE) ERFINDER 

Wird keines derfolgenden Felder benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 

Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem teld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

WOLLESCHENSKY, Ralf 
An der Promenade 3 

99510 Schoten 
DE 

Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 x | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

i 1 angekreuzt so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 

Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 

Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder 
furfolgende Staaten: 


□ 


alle Bestim- 
mungsstaaten 


□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 


r~| nur die Vereinigten 
I I Staaten von Amerika 


| j die im Zusatzfeld 


angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

I | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 

Staatsangehorigkeit (Staat): 

Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder 
furfolgende Staaten: 


□ alle Bestim- 


mungsstaaten 


□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 


□ 


nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 
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die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

I 1 Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder 
furfolgende Staaten: 


□ 


alle Bestim- 
mungsstaaten 


nalle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 


□ 


nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 


□ 


die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

nnur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | i alle Bestim- 1 I alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
furfolgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika 


nnur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 


ndie im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 


| [ Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 


Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997) 


Siehe Anmerkungen zu diesem Antrag sformular 


Feld Nr. V 


Blatt Nr. 


PUI/tfuu / I ] b It 


G VON STAATEN 


Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a \*erden-hiermit vbrgenommen {biltedie entsprechenden Kastchen ankreuzen- wempstens 

em Kastrhenm]manot>kr(>u7t\upr/1t>n\' * 


ein Kastchen mufi cmgekreuzt werden ): 
Regionales Patent 


□ 
□ 


AP ARIPO-Patent: KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, UG Uganda und jeder weitere Staat 
der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

EA Eurasisches Patent: AM Armenien, A2 Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische Federation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

0 EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland 
DK Danemark, ES Spanien, FI Finland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Konigreich, GR Griechenland, IE Irland if 
Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentiibereinkommens und des PCT ist 

OAjPI-Patent: ^BF ^urkina^Faso, BJ Benin.^ CF^ Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI C6te d'lvoire, 
v-j»* 110*1161 an, vm vjauiiii, uiiiDea, iviL ivlali, *»Hv ivlaufcuijiicii, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges 
Verfahren gewiinscht wird, bitte auf der gepuntoeten Linie angeben) 

NationalesPatentffallseineandereSchutzrechtsartrfereinsonstigesVerf^ 


□ OA 


□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
0 
□ 
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AL Albanien Q 

AM Armenien Q 

AT Osterreich [~| 

AU Australien Q 

AZ Aserbaidschan Q 
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BB Barbados \J 

BG Bulgarien Q 

BR Brasilien □ 

BY Belarus □ 

CA Kanada Q 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein Q 

CN China □ 

CU Kuba □ 

CZ Tschechische Republik Q 

DE Deutschland * [[] 

DK Danemark □ 

EE Estland □ 

ES Spanien □ 

FI Finnland □ 

GB Vereinigtes Konigreich Q 

GE Georgien □ 

HU Ungarn □ 

IL Israel Q 
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JP Japan 

KE Kenia 

KG Kirgisistan 

KP Demokratische Volksrepublik Korea 


□ 
□ 

□ 
□ 


LU Luxemburg 

LV Lett! and 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 
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Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
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SG Singapur 
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TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Ttirkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 


UZ 
VN 


Usbekistan 
Vietnam . . 


KR 

KZ 

LC 

LK 

LR 

LS 

LT 


Republik Korea 

Kasachstan Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 

Saint Lucia dieses Formblatts beigetreten sind: 

Sri Lanka 

Liberia |~1 

Lesotho 

Litauen | | 


Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von ■ 

Der Anmelder erklart, daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelderzuriickgenom 

und die Zahlung der Bestimmungs- und der Bestdtigungsgebiihr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 


Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 1997) 


Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 


Feld Nr. VI 


BlattNr. 4. 


RTTATSANSPRUCH 


ri/i/cr u u / / I 6 2 £ 


Prioritatsanspriiche sind im Zusatzfeld angegeben. | | 


Die Prioritat der folgenden fruheren Anmeldung(en) wirfi hieimit^beansprucht: 


Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 


Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 


Aktenzeichen 


Anmeldearat 
( nur bei regionaler oder 
internationaler Anmeldung) 


0) 


Deutschland 


(25, 
25, 


11.1999) 
November 


1999 


199 56 620.8 


(2) 


(3) 


: 1 : 1 — ■ I 

Dieses Kastchenankreuzen,wenndiebeglaubigteKopie der fruheren A 
Anmeldeamt ist (eine Gebuhr kann verlangt werden): 

□ Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 
bezeichneten fruheren Anmeldung(en) zu erstefien und dem Intemationalen Biiro zu uberrnitteln. 


Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 


Wan! der Intemationalen Recherchenbehorde (ISA) ( Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehdrden fur die internationale Recherche zustdndig, ist der Name derBehdrde anzugeben, 

die die internationale Recherche durchfiihren soil; Zweibuchstaben-Code genugt): ISA I KP 

Friihere Recherche: Auszufullen, wenn eine Recherche (internationale Recherche, Recherche international Art oder sonstige Recherche) bereits 
bei der intemationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist und diese Behdrde nun ersucht wird. die internationale 
Recherche soweitwie mbglich auf die Ergebnisse einer solchen fhiheren Recherche zu stiitzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 
Angabe der betreffenden Anmeldung (b&v. aeren Ubersetzung ) oder des Recherchenantragszubezeichnen. 

Staat (oder regionales Amt): Datum (Tag/Monat/Jahr) : Aktenzeichen: 


Feld Nr. VBDE KONTROLLISTE 


Diese internationale Anmeldung umfaBt: 

1. Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspriiche . 

4. Zusammenfassung 

5. Zeichnungen 


Insgesamt 


4 

Blatter 

14 

Blatter 

3 

Blatter 

1 

Blatter 

2 

Blatter 

24 

Blatter 


Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1- □ vEch^ 616 geSOnderte 5. 0 BlattfiirdieGebuhrenberechnung 

2 I v I Kopie der allgemeinen 6. I I Gesonderte Angaben zu hinter- 

L£J Vollmacht 32 8 9 4 ' ' le S ten M&roorganismen 

3. I I Begriindung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fiir Nucleotide 

' ' der Unterschrift ' 1 und/oder Aminosauren (Diskette) 
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